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3R Replacement, Reduction, Refinement 
Cav1.2 Voltage dependent sodium ion channel type 1.5 
Cmax Maximum plasma concentration 
ECG Electrocardiogram 
FIH First in human 
GLP Good laboratory practice 
hERG human ether-a-go-go-related gene 
IC50 50% inhibitory concentration 
ICH International Council for Harmonisation of Technical Requirements 
for Pharmaceuticals for Human Use 
LC-
MS/MS 
Liquid chromatography-tandem mass spectrometry  
LOEL The lowest observed effect level 
MC Methylcellulose 
Nav1.5 Voltage dependent sodium ion channel type 1.5 
PBS Phosphate-buffered saline 
QTc Corrected QT interval 
S.D. Standard deviation 
SRM Selective reaction monitoring 
TdP Torsades de pointes 
Tmax Time to reach maximum plasma concentration 














死性の多形性心室性頻脈であるトルサード・ド・ポアンツ (torsades de pointes、
TdP)[1]は複数の医薬品の市場撤退の原因となった[2, 3]。ヒトにおける TdP 発
現には心拍数で補正された QT (QTc)の延長が深く関与していることが報告され
ており[4, 5, 6]、すなわち TdP イベント発現前に顕著な QTc 延長が認められる 
(Figure 1)。そのため、医薬品開発では ICH ガイドライン S7[7, 8]および E14[9]
において非臨床および臨床試験での QTc 延長作用評価が求められている。 
 




り[10]、特に薬剤誘発性 QTc 延長に大きく影響するのが human ether-a-go-go-
related gene (hERG)チャネルの阻害である。事実、ヒトにおける TdP 発現を原
因として市場から撤退を余儀なくされたほとんどの薬剤、例えば astemizole、
terfenadine、cisapride などは全て強い hERG 阻害作用を有している[4]。また、
1.5 型電位依存性ナトリウムチャネル (Nav1.5)や 1.2 型電位依存性カルシウム
チャネル (Cav1.2)は心筋細胞に豊富に発現しており、これらのイオンチャネル
の阻害も様々な心電図異常を生じる。Nav1.5 阻害は QRS 幅や PR 間隔の延長、
Cav1.2 阻害は PR 間隔の延長や QTc 短縮と、それぞれ密接な関連が報告されて
いる[11]。 
医薬品候補化合物の催不整脈性評価においては hERG チャネル阻害作用の評
価が重要視されており、ICH ガイドライン S7B で化合物の hERG チャネル電
流に対する作用を評価することが求められてきた。さらに、近年は hERG チャ




対する作用を予測する in silico 評価系の開発も進んでいる[13, 14, 15]。これら
の心電図評価法は今後その有用性が検討され、ガイドライン化の是非が議論さ
れることが予想される。 
In vitro 評価やその結果を活用した in silico 評価は、創薬研究の初期段階に
おいて催不整脈ポテンシャルを持つ化合物をスクリーンアウトするための有用
















度と、ビーグルイヌの約 1/20、カニクイサルの約 1/10 である)。心電図評価への
応用についても検討が進められており、心電図評価での有用性が確認できれば、




QTc 延長作用が知られる sotalol や astemizole の QTc 延長作用が覚醒コモンマ






















第 1節 動物 
雄性コモンマーモセット (日本クレア株式会社)を用いた。6 頭 (3-7 歳齢、体
重：255-369 g)をテレメトリー測定用に用い、5 頭 (3-7 歳齢、体重：296-373 g)
を TK 採血用に用いた。全てのコモンマーモセットは個別に、標準的な飼育環境
下 (温度：25-29℃、相対湿度：30-70%、照明時間：7:00-19:00、換気回数：11-
20 回/時間)で飼育し、固型飼料 (CMS-1M、日本クレア株式会社)を 25 g/日を与
え、また自由飲水とした。実験終了後、全ての動物は施設の通常飼育下に戻した。 
 
第 2 節 コモンマーモセットへの血圧及び心電図測定用テレメトリー送信機埋
め込み手術 
テレメトリー動物作製手術は Horii らの変法に従った[18]。雄性コモンマーモ
セット (日本クレア株式会社)に塩酸ケタミン (10-20 mg/kg、ケタミン注 5%「フ
ジタ」、フジタ製薬株式会社)およびキシラジン (1-2 mg/kg、セラクタール 2%注
射液、バイエル薬品株式会社)を筋肉内投与することで導入麻酔し、その後イソ
フルラン (2%以下)と空気の混合気体を吸入麻酔することで麻酔を維持した。麻






生物質としてペニシリン (3 万単位あるいは 1.5 万単位、動物用プロカインペニ




第 3節 覚醒コモンマーモセットにおける心電図テレメトリー測定 
 
Figure 2  Illustration of the telemetry measuring system of electrocardiogram 
(ECG) in conscious telemetered common marmoset. 
In advance, a telemetry device for ECG measurement was implanted in common marmosets, 
and it was confirmed that the ECG could be measured without an excessive noise from the 
telemetered common marmosets. The ECG was measured through the radio wave receiver 
and recorded in a computer. 
覚醒無拘束下マーモセットにおけるテレメトリー心電図測定法の概略図を
Figure 2 に示す。テレメトリー送信機埋め込み手術を施し、4 週間以上の回復期
間経過したコモンマーモセットについて、テレメトリー測定装置  (Data 
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NOTOCORD-hem data analysis software (Notocord Systems SAS)を用いて、
各心電図評価時点において15拍分の心電図波形について心電図パラメータ値を
決定し、それらの平均値として RR 間隔、PR 間隔、QRS 幅および QT 間隔を決
定した。典型的なコモンマーモセット心電図を Figure 3 に示す。 
 
Figure 3  Typical ECG wave forms 
PQRS and Tend were manually determined. 
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QTc は Holzgrefe らの変法に従って、下記の式を用いて 1 波形ごとに算出し
た[21]。 
log (QTc) = log (QT) - β (log (RR) – log (RRref)) 
RRref は Honda らの報告にあるように、コモンマーモセットの安静時の RR
値として代表的な 400msec (心拍数として 150bpm)とした[22]。値を算出する
ため、テレメトリー測定に用いる全ての動物において、事前に被験物質無処置下
で 24 時間以上の心電図を測定し、自動解析された QT 間隔及び PR 間隔につい
て 15 分ごとに平均値を算出した。動物ごとに約 100 個の QT 間隔及び PR 間隔
のデータを用いてその回帰直線を描き、その傾きを値とした。テレメトリー測




用いた被験物質、投与量、心電図評価時点を Table1 に示す。 
 
Table 1  Summary of used test article, the dose level, and each ECG measurement 
time point 
Test article Dose level (mg/kg) 
ECG analysis time points 
(hr post-dose) 
Sotalol hydrochloride 0, 5, 15 (Sotalol として) 1, 2, 4, 8, 24 
Astemizole 0, 3, 10, 30 1, 2, 4, 6, 24 
Flecainide acetate salt 0, 5, 15, 45 (Flecainide として) 1, 2, 4, 6, 24 
Quinidine sulfate salt dihydrate 0, 5, 25, 120 (Quinidine として) 1, 2, 4, 6, 24 
Verapamil hydrochloride 0, 15, 50, 150 (Verapamil として) 1, 2, 4, 6, 24 
Terfenadine 0, 30, 100, 300  1, 2, 4, 6, 24 
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験物質を溶解あるいは懸濁させた投与液を 5 mL/kg の投与容量で強制経口投与
した。各被験物質の血漿中濃度評価では同一の個体 (n=3)を用いて低用量から
単回漸増投与した。被験物質投与後、Table2 に示す時点において、ヘパリンナ
トリウムで処理した注射筒及び 25 あるいは 26 ゲージの注射針を用いて、左大
腿静脈から血液を約 0.3 mL 採取した。採取した血液を 1.5 mL チューブに移し、
採血後 30 分以内に遠心分離(約 1600×g、10 分、4℃)して血漿を得た。血漿は濃
度測定まで-80℃で冷凍保存した。用いた被験物質、投与量、および血漿中被験
物質濃度測定時点を Table2 に示す。 
Table 2  Summary of the dose level and time points for plasma exposure level 
measurement of each test article 
 
血漿中の sotalol、astemizole、desmethylastemizole、flecainide、quinidine、
verapamil および terfenadine 濃度は LC-MS/MS で測定した (第 2 章第 6 節参
照)。20-50 μL の血漿を 200 μL の内標準液  (1 μM の phenytoin を含む
Test article Dose level (mg/kg) 
Plasma exposure 
measurement time points 
(hr post-dose) 
Sotalol hydrochloride 0, 5, 15 (Sotalol として) 1, 2, 4, 8 
Astemizole 0, 3, 10, 30 1, 2, 4, 6 
Flecainide acetate salt 0, 5, 15, 45 (Flecainide として) 1, 2, 4 
Quinidine sulfate salt dihydrate 0, 5, 25, 120 (Quinidine として) 1, 2, 4, 6 
Verapamil hydrochloride 0, 15, 50, 150 (Verapamil として) 1, 2, 4, 6 
Terfenadine 0, 30, 100, 300  1, 2, 4, 6 
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methanol)と良く混合し、-20°C で 30 分間静置した。1800×g で 10 分間遠心分
離することで調製液中のタンパク質を除去した。この調製液を蒸留水で 3 倍希
釈し、LC-MS/MS で分析した。個体ごとに最高血漿中濃度 (Cmax)および Cmax到
達時間 (Tmax)を算出し、3 個体の平均値を各投与群における Cmaxおよび Tmaxと
した。第 5 節で測定した各被験物質の血清中タンパク結合率を用いて、下記の
式より血漿中非結合型被験物質濃度を算出した。 
unbound Cmax = total Cmax × (100 − serum protein binding ratio) / 100 
 
第 5 節 血清中タンパク結合率測定および血漿中非タンパク結合型被験物質濃
度算出 
被験物質のコモンマーモセット血清中タンパク結合率はハイスループット平
衡透析法 (96 穴 Equilibrium DIALYZER 10KD キット (Harvard Bioscience 
Inc.)を用いて測定した。被験物質を含有するマーモセット血清 (濃度：3.3 –-
10  μM)を Acceptor chamber に添加し、phosphate-buffered saline (PBS、
pH=7.4)を Donor chamber に添加した。その平衡透析膜を 37°C で約 22 時間、
ローテーション下でインキュベーションすることで平衡状態を作り、その後
Acceptor chamber 中液の 10 μL を取り PBS 40 μL と混合させ、また Donor 
chamber 中液の 40 μL を取りマーモセット血清 10 μL と混合させた。これらの
調製液に 300 μL の内標準液  (1 μM の phenytoin または 1 μM の 
sulfaphenazole を含む methanol)を加えた後、1800×g で 10 分間遠心分離する
ことで調製液中のタンパク質を除去した。この調製液を蒸留水で 3 倍希釈し、
LC-MS/MS で分析した (第 2 章第 6 節参照)。タンパク結合率は次の式を用いて
算出した。 
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Protein binding ratio = [1 - Adonor / (4 × Aacceptor)] × 100 
Adonor：Donor chamber 液のピークエリア比 (被験物質ピークエリア / 内標
準物質のピークエリア)、Aacceptor：Acceptor chamber 液のピークエリア比 (被験
物質ピークエリア / 内標準物質のピークエリア 
 
第 6節 濃度測定方法 
Sotalol、astemizole、flecainide、quinidine、verapamil および terfenadine
の濃度は MS (API4000、API3200Qtrap あるいは API5500Qtrap mass 
spectrometer (Applied Biosystems, Foster City, CA)および HPLC system 
(Shimadzu 10A あるいは Shimadzu 20A series (Shimadzu, Kyoto, Japan))を
用いた LC-MS/MS で測定した。LC の分析条件を Table 3 に示す。以下に記載
する条件の selective reaction monitoring (SRM)でイオンをモニターした。(m/z: 
precursor ion → product ion): sotalol (273.2 → 133.4), astemizole (459.4 → 
135.2), desmethylastemizole (445.2 → 204.2), flecainide (415.1 → 301.2), 
quinidine (325.4 → 79.1), verapamil (455.4 → 165.3), terfenadine (472.4 → 
436.2), phenytoin (253.2 → 182.2) and sulfaphenazole (315.0 → 158.0). 
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Table 3  Liquid chromatography method of the compounds 
Compounds Experiment 
Mobile phase Gradient Flow rate Column 
Column 
temperature 
A B  (mL/min)  (°C) 
sotalol 
TK 0.1% formic acid in water 
0.1% formic acid 
in acetonitrile 
a 0.4 e 40 
PB 0.1% formic acid in water 
0.1% formic acid 
in acetonitrile 
a 0.4 e 40 
astemizole 
TK 
10 mM ammonium acetate 
in water (pH 4.0) 
methanol b 0.4 f 40 
PB 
10 mM ammonium acetate 
in water (pH 4.0) 




10 mM ammonium acetate 
in water (pH 4.0) 
methanol b 0.4 f 40 
PB 
10 mM ammonium acetate 
in water (pH 4.0) 
methanol c 0.4 e 40 
flecainide 
TK 
10 mM ammonium acetate 
in water (pH 4.0) 
methanol d 0.4 f 40 
PB 
10 mM ammonium acetate 
in water (pH 4.0) 
methanol c 0.4 e 40 
quinidine 
TK 
10 mM ammonium 
formate in water (pH 3.0) 
methanol d 0.4 f 40 
PB 
10 mM ammonium acetate 
in water (pH 4.0) 
methanol c 0.4 e 40 
verapamil 
TK 
10 mM ammonium acetate 
in water (pH 4.0) 
methanol b 0.4 f 40 
PB 
10 mM ammonium acetate 
in water (pH 4.0) 
methanol c 0.4 e 40 
terfenadine 
TK 
10 mM ammonium acetate 
in water (pH 4.0) 
methanol d 0.4 f 40 
PB 
10 mM ammonium acetate 
in water (pH 4.0) 
methanol c 0.4 e 40 
a: [min, B%] = [0, 5]-[1, 5]-[3, 90]-[4, 90]-[4.1, 5]-[6, 5] 
b: [min, B%] = [0, 20]-[0.3, 20]-[2.5, 90]-[3.7, 90]-[3.71, 20]-[5.5, 20] 
c: [min, B%] = [0, 5]-[2.5, 90]-[3.7, 90]-[3.71, 5]-[5, 5] 
d: [min, B%] = [0, 10]-[0.3, 10]-[2.5, 90]-[3.7, 90]-[3.71, 10]-[5.5, 10] 
e: Kinetex XB-C18 column (5 μm particle size, 2.1×50 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA) 
f: Unison UK-C18 columns (3 μm particle size, 2.0×20 mm, Imtakt, Kyoto, Japan)  
 







与した各群との間で Dunnett の多重比較検定を行い、有意水準 5%にて陽性と
判断した。統計学的有意差検定には SAS9.2 (Stat Preclinica、株式会社タクミ
インフォメーションテクノロジー)を用いた。 
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Table 4  Molecular weight and cardiac ion channel inhibitory potential of sotalol, 
astemizole, desmethylastemizole, flecainide, quinidine, verapamil and 
terfenadine. 
IC50s reported by Zhou et al and Ando were determined in the manual patch clamp 
system, whereas those by Kramer et al were in the automated patch clamp system. 













心電図への影響に関してそのヒト予測性を検討した。第 6 節および第 7 節では
各被験物質の血漿非結合型曝露ベースで心電図パラメータ変化や各心筋イオン
チャネル阻害活性との相関を確認した。相関を詳細に検証することにより、各心
Test article Molecular Weight 
IC50 (μM) 
Reference 
hERG Cav1.2 Nav1.5 
Sotalol 272.4 111.4 193.3 7013.9 [12] 
Astemizole 458.6 0.0009 1.1 3.0 [12, 23] 
Desmethylastemizole 444.5 0.001 N.D. N.D. [23] 
Flecainide 414.3 1.5 27.1 6.2 [12] 
Quinidine 324.4 0.72 6.4 14.6 [12] 
Verapamil 454.6 0.25 0.20 32.5 [12] 







第 2 節 覚醒コモンマーモセットの心電図パラメータの日内変動および個体差
に関する検討 
Table 5  Aggregated ECG parameters of the vehicle control in absolute value (A) 
and change from pre-value (B) in common marmosets 








(A) Absolute value  (B) Change from pre value 
PR(msec)           PR(msec)          
  Time post-dosing (hr)      Time post-dosing (hr)   
Time Pre 1 2 4 6 8 24  Total  Time Pre 1 2 4 6 8 24  Total 
N 18 18 18 18 15 3 18  108  N 0 18 18 18 15 3 18  90 
Mean 50 50 50 50 51 52 51  50  Mean - 0 0 0 1 1 0  0 
S.D. 4 4 5 5 5 7 5  5  S.D. - 2 2 2 2 1 2  2 
Max 56 56 57 57 55 58 56  58  Max - 5 3 3 6 2 6  6 
Min 42 43 41 40 40 45 41  40  Min - -3 -3 -3 -3 0 -4  -4 
                     
QRS(msec)           QRS(msec)          
  Time post-dosing (hr)      Time post-dosing (hr)   
Time Pre 1 2 4 6 8 24  Total  Time Pre 1 2 4 6 8 24  Total 
N 18 18 18 18 15 3 18  108  N 0 18 18 18 15 3 18  90 
Mean 27 26 27 26 27 24 27  27  Mean - 0 0 0 0 0 0  0 
S.D. 2 2 2 2 2 3 3  2  S.D. - 1 1 1 1 1 1  1 
Max 29 29 29 29 30 27 29  30  Max - 2 2 1 1 1 2  2 
Min 22 22 21 22 21 21 20  20  Min - -1 -1 -1 -1 -1 -2  -2 
                     
QTc(msec)           QTc(msec)          
  Time post-dosing (hr)      Time post-dosing (hr)   
Time Pre 1 2 4 6 8 24  Total  Time Pre 1 2 4 6 8 24  Total 
N 18 18 18 18 15 3 18  108  N - 18 18 18 15 3 18  90 
Mean 146 144 145 143 148 143 148  145  Mean - -2 -1 -3 1 0 2  -1 
S.D. 11 11 13 12 13 10 14  12  S.D. - 4 5 4 5 7 6  5 
Max 172 163 171 165 180 150 188  188  Max - 4 5 4 9 8 16  16 
Min 123 115 115 117 132 131 133  115  Min - -10 -10 -10 -6 -6 -9  -10 
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第 1 項 sotalol の作用 (Figure 4) 
 
Figure 4  Effects of sotalol on ECG parameters in common marmosets 
Time course of QTc, PR interval and QRS duration after oral administration of sotalol are 
shown in absolute value (A) and in change from pre value (B). Closed symbols represent 
statistically significant changes from the vehicle control at the time-matched measurement 
point (p<0.05, compared to data from the vehicle-treated data). Data are presented as mean. 
絶対値を用いた評価において、全ての心電図パラメータはいずれの用量でも
変化が確認されなかった。 
Δ 値を用いた評価において、QTc 延長が 5 mg/kg 以上で認められた。15 mg/kg





第 2 項 astemizole の作用 (Figure 5) 
 
Figure 5  Effects of astemizole on ECG parameters in common marmosets 
Time course of QTc, PR interval and QRS duration after oral administration of astemizole are 
shown in absolute value (A) and in change from pre value (B). Closed symbols represent 
statistically significant changes from the vehicle control at the time-matched measurement 
point (p<0.05, compared to data from the vehicle-treated data). Data are presented as mean. 
絶対値を用いた評価において、QTc 延長が 30 mg/kg で認められた。PR 間隔
および QRS 幅には影響が認められなかった。 
Δ 値を用いた評価において、QTc 延長が 30 mg/kg で認められ、作用は投与後





第 3 項 flecainide の作用 (Figure 6) 
 
Figure 6  Effects of flecainide on ECG parameters in common marmosets 
Time course of QTc, PR interval and QRS duration after oral administration of flecainide are 
shown in absolute value (A) and in change from pre value (B). Closed symbols represent 
statistically significant changes from the vehicle control at the time-matched measurement 
point (p<0.05, compared to data from the vehicle-treated data). Data are presented as mean. 
絶対値を用いた評価において、PR 間隔の延長、QRS 幅の延長および QTc 延
長が 45 mg/kg で認められた。 
Δ 値を用いた評価において、PR 間隔の延長および QRS 幅の延長が 45 mg/kg
で認められ、QTc 延長が 15 mg/kg 以上で認められた。 
15 mg/kg 以下では一般状態に異常は確認されなかったが、45 mg/kg におい
て全例で嘔吐が認められた。  
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第 4 項 quinidine の作用 (Figure 7) 
 
Figure 7  Effects of quinidine on ECG parameters in common marmosets 
Time course of QTc, PR interval and QRS duration after oral administration of quinidine are 
shown in absolute value (A) and in change from pre value (B). Closed symbols represent 
statistically significant changes from the vehicle control at the time-matched measurement 
point (p<0.05, compared to data from the vehicle-treated data). #: Judged to be significant. 
The symbols were filled since the changes noted in 2 common marmosets exceeded the 
range of any vehicle control data, although, statistical analysis was not conducted. All data 
are presented as mean. 
絶対値を用いた評価において、QRS 幅の延長および QTc 延長が 50 mg/kg で
認められた。PR 間隔には影響が認められなかった。 
Δ 値を用いた評価において、QRS 幅の延長が 50 mg/kg で、QTc 延長が
10 mg/kg 以上で認められた。PR 間隔には影響が認められなかった。 




2 例では、50 mg/kg 投与後 1 あるいは 2 時間において、媒体投与時の変動範囲




評価動物では 2 mg/kg 以上で嘔吐が認められた。 
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第 5 項 verapamil の作用 (Figure 8) 
 
Figure 8  Effects of verapamil on ECG parameters in common marmosets 
Time course of QTc, PR interval and QRS duration after oral administration of verapamil are 
shown in absolute value (A) and in change from pre value (B). Closed symbols represent 
statistically significant changes from the vehicle control at the time-matched measurement 
point (p<0.05, compared to data from the vehicle-treated data). Data are presented as mean. 
絶対値を用いた評価において、QTc 延長が 150 mg/kg で認められた。PR 間
隔および QRS 幅には影響が認められなかった。 





第 6 項 terfenadine の作用 (Figure 9) 
 
Figure 9  Effects of terfenadine on ECG parameters in common marmosets 
Time course of QTc, PR interval and QRS duration after oral administration of terfenadine 
are shown in absolute value (A) and in change from pre value (B). Closed symbols represent 
statistically significant changes from the vehicle control at the time-matched measurement 
point (p<0.05, compared to data from the vehicle-treated data). Data are presented as mean. 
絶対値を用いた評価において、QTc 延長が 100 mg/kg 以上で認められた。PR
間隔および QRS 幅には影響が認められなかった。 
Δ 値を用いた評価において、QTc 延長が 30 mg/kg 以上で認められた。PR 間




第 4 節 各被験物質投与後の血漿中濃度推移および血清タンパク結合率 
Table 6  Plasma exposure levels at each time point after oral administration of 
test articles 
Plasma exposure level (ng/mL)            
Test article Dose level 
 Time post-dosing  Cmax 
(ng/mL) 
Tmax 
(hr)  1hr  2hr  4hr  8hr  
Sotalol 
 5 mg/kg  3235  4088  2779  1381  4088 2.0 
 15 mg/kg  4435  6619  6596  4029  6633 4.0 
              
Test article Dose level 
 Time post-dosing  Cmax 
(ng/mL) 
Tmax 
(hr)  1hr  2hr  4hr  6hr  
Astemizole 
 3 mg/kg  0.28  0.39  N.A.  0.24  0.39 3.0 
 10 mg/kg  5.8  2.8  1.6  1.3  5.8 1.0 
 30 mg/kg  31  22  14  11  31 2.7 
Desmethylastemizole 
 3 mg/kg  3.4  2.7  1.3  1.3  3.4 1.0 
 10 mg/kg  15  11  6.7  8.8  16 2.7 
 30 mg/kg  61  49  31  26  61 1.0 
Flecainide 
 5 mg/kg  84  71  19  N.D.  84 1.0 
 15 mg/kg  1353  1337  612  N.D.  1407 1.7 
 45 mg/kg  4090  3897  3337  N.D.  4140 1.3 
Quinidine 
 5 mg/kg  476  520  315  178  520 1.7 
 25 mg/kg  1553  1827  1307  848  1827 2.0 
 120 mg/kg  2700  2473  2170  1717  2700 1.0 
Verapamil 
 15 mg/kg  176  71  25  11  176 1.0 
 50 mg/kg  599  287  106  51  599 1.0 
 150 mg/kg  1567  999  568  474  1567 1.0 
Terfenadine 
 30 mg/kg  12  8.7  7.2  6.2  13 2.7 
 100 mg/kg  34  45  36  29  48 2.7 
 300 mg/kg  57  97  131  93  135 3.3 
Data are presented as mean of 3 animal’s data. N.A.: Not applicable. N.D.: No data. 
 
Table 7  Test articles serum protein binding ratio in common marmosets 
Test article 
Plasma protein binding ratio 











ースを Table 6 に、またコモンマーモセット血清中におけるタンパク結合率を
Table 7 に示す。 
Desmethylastemizole は astemizole の主要代謝物として知られている。
Astemizole と desmethylastemizole は同等の hERG 阻害活性を示し、IC50 は
それぞれ 0.9 nM および 1.0 nM であるため[23]、astemizole 投与個体から採取
した血漿においては desmethylastemizole 濃度も測定した。 
いずれの被験物質においても投与量に応じた血漿中曝露が確認された。
Astemizole 投 与 群 に お い て は 未 変 化 体 を 超 え る 濃 度 の 代 謝 物
desmethylastemizole が検出された。また、flecainide の低用量 5 mg/kg と中用
量 15 mg/kg との間には投与量比を大きく上回る血漿中曝露 (約 15 倍)が認めら
れ、投与量と血漿中濃度との間に正の非線形がみられた。 
今回各被験物質で認められた心電図パラメータ変化の発現時間は被験物質の
血漿中濃度推移や Tmaxとよく相関していた。  
 32 




パラメータ変化が認められた投与量での血中非結合型被験物質 Cmax を Table 6
および Table 7 の数値を用いて算出し、さらに臨床情報や文献からヒト、ビーグ
ルイヌあるいはカニクイサルにおける心電図パラメータ変化時の血中非結合型
被験物質濃度を確認した。その一覧を Table 8 に示す。Verapamil による QTc
延長を除いて、ヒトにおいて報告がある全ての心電図異常はコモンマーモセッ
トにおいても検出された。また Astemizole による QTc 延長を除いたその他の
心電図パラメータ変化は、コモンマーモセットとヒトで同程度の血中曝露下に
おいて認められた (0.4 - 3.8 倍の乖離)。Astemizole による QTc 延長はコモンマ
ーモセットとヒトでその発現時の曝露が大きく乖離していた (14.5 倍以上)。コ
モンマーモセットでは verapamil 投与後に QTc 延長が認められたものの、ヒト、
ビーグルイヌおよびカニクイサルでは報告がなかった。ビーグルイヌおよびカ
ニクイサルでは、flecainide による QTc 延長の報告がなく、また astemizole に
よる QTc 延長については報告はあるものの血漿中非結合型濃度の情報が無かっ
たため、比較できなかった。Flecainide による QTc 延長はヒトで報告されてい
るものの、ビーグルイヌおよびカニクイサルでは報告が無かった。また、





Table 8  Plasma unbound levels of test articles at ECG parameters changed 
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1838  669  (D) 996  2.7 1.8 
QRS 
widening 




163  97-224  
(D) 395 
(M) 166 





240  599  
(D) 908 
(M) N.D. 









45  94  
(D) 17.6 
(M) N.D. 




0.05  0.09  
(D) 6.52 
(M) N.A. 




Data for common marmosets are based on the results of this study. Data for beagle dog, 
cynomolgus monkeys and human are reported in the literature. N.A.: Not available due 
to a lack of protein binding ratio data. N.D.: Not detected even at the highest dose. N.C.: 
Not calculated. CM: Common marmoset, H: Human, D: Dog, M: Monkey. 
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第 6 節 心電図パラメータ変化の曝露依存性および統計学的解析結果と媒体投
与背景値の関係性の検討 
 
Figure 10  Plasma exposure relationships with multiple cardiac ion channel 
inhibitor-induced change in ECG parameters in common marmoset. 
Plasma exposure relationship with changes in ECG parameters, which were induced by 
sotalol, astemizole+desmethylastemizole, flecainide, quinidine, verapamil or terfenadine, 
were evaluated. The relationship with QTc is shown in the absolute value (A) or the 
change from pre-value (B), with PR interval is shown in the absolute value (C) or the 
change from pre-value (D), with QRS duration is shown in the absolute value (E) or the 
change from pre-value (F). The closed symbols represent statistically significant changes 
from vehicle control (p<0.05, compared with the vehicle-treated data). #: Judged as 
significant since the changes noted in 2 common marmosets exceeded the range of any 
vehicle control data, although the statistical analysis was not conducted. 
コモンマーモセットにおける心電図パラメータ変化と血中曝露の相関を





第 7 節 心電図パラメータ変化と心筋イオンチャネル阻害の曝露依存性 
 
Figure 11  Relationship between ion channel inhibition and change in ECG 
parameters (QTc (A), PR (B), QRS (C)) in common marmoset. 
X axis shows a ratio of unbound plasma concentration / IC50 for each cardiac ion channel 
and Y axis shows change from pre value in QTc, PR interval and QRS duration. 
Astemizole+desmethylastemizole is not included for the relationship analysis with 
Cav1.2 and Nav1.5 because IC50 for Cav1.2 and Nav1.5 of desmethylastemizole have 
not been reported. The closed symbols represent significant changes from vehicle 
control. #: Judged as significant since the changes noted in 2 common marmosets 
exceeded the range of any vehicle control data, although the statistical analysis was not 
conducted. 
コモンマーモセットにおける心電図パラメータ変化と hERG、Cav1.2 および
Nav1.5 IC50 に対する各血漿非結合型被験物質濃度比の相関を Figure 11 に示
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す。Figure 11 の X 軸は各心筋イオンチャネルの IC50 に対する非結合型被験物
質濃度の比を表し、すなわち X 軸の数字が大きいほど強く心筋イオンチャネル
が阻害されている。QTc は hERG 阻害と良く相関し、特に hERG IC50 の 1/10
を上回る曝露域では高頻度に有意な QTc 延長が認められることが明らかとなっ
た。一方、Cav1.2 阻害や Nav1.5 阻害との相関は明確でなく、各チャネルに対
する IC50 の 1/1000 以下の血漿中曝露域においても有意な変化が認められる例
が散見された。PR 間隔は Cav1.2 阻害と良く相関し、特に Cav1.2 IC50の 1/10
程度から高頻度に有意な PR 延長が認められた。一方、PR 間隔は hERG 阻害や
Nav1.5 阻害との相関は明確でなかった。QRS 幅は Nav1.5 阻害と良く相関し、
Nav1.5 IC50 の 1/30 程度の血漿中曝露域から高頻度に媒体投与時の変動範囲を
超える大きな QRS 延長が認められることが明らかとなった。一方、hERG 阻害
や Cav1.2 阻害との相関は明確でなく、例えば、astemizole 投与後十分に hERG
チャネルが阻害された状態でも QRS 延長が認められず、また verapamil 投与後
十分に Cav1.2 チャネルが阻害された状態でも QRS 延長は認められなかった。 
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第 8 節 考察 
まず、延べ 18 頭のコモンマーモセットに媒体を経口投与した際の心電図パラ
メータ変化を集計し、明期における心電図パラメータの変動を確認した。その結
















Table 9  Summary of the change in ECG parameters induced by multiple cardiac 





Number of time points at which 
ECG change was noted 
A Δ A Δ
Sotalol QTc - 15 0 5 
Astemizole QTc 30 30 3 4 
Flecainide 
QTc 45 15 3 4 
PR 45 45 2 3 
QRS 45 45 3 3 
Quinidine 
QTc 50 10 4 5 
QRS 50 50 2 1 
Verapamil 
QTc 150 150 2 2 
PR - 150 0 3 
Terfenadine QTc 100 30 5 6 
The lowest observed effect level for ECG parameter change by each test article and the 
number of time points at which change in ECG parameter was noted are summarized. LOEL: 
the lowest observed effect level. A: Absolute value. Δ: Change from pre value. 
次に、マルチ心筋イオンチャネル阻害薬である sotalol、astemizole、flecainide、





延長が報告されている。また flecainide および verapamil において PR 延長が、








quinidine および terfenadine のいずれにおいても 4 倍以内であったことから、
これら化合物によるヒト QTc 延長はコモンマーモセットを用いた評価によって
十分予測可能と考えられた。 
Astemizole による QTc 延長については、コモンマーモセットとヒトにおいて
作用量における血中曝露が大きく乖離していた(14.5 倍以上)。この原因として、
astemizole から desmethylastemizole への代謝種差による可能性があるが、以
下の考察により否定した。Desmethylastemizole の hERG IC50は 1.0 nM であ
り、これは astemizole の hERG IC50 (0.9 nM)と同程度であるため [23]、
desmethylastemizoleは astemizole 投与後の QTc延長に寄与していると考えら
れる。Table 10 に示す通り、コモンマーモセット、ヒト、ビーグルイヌ、カニ
クイサルの各種において QTc 延長が認められた際にも血漿中に astemizole と
同等以上のdesmethylastemizoleが検出されている。コモンマーモセットのQTc
延長 LOEL (30 mg/kg)において、血漿中 desmethylastemizole 総濃度はいずれ
の評価時点においても血漿中 astemizole 総濃度の 2 倍程度 (astemizole 総濃
度：31 ng/mL、desmethylastemizole 総濃度：61 ng/mL)であったのに対し、ヒ
トにおいて QTc 延長が認められた時の血漿中 desmethylastemizole 総濃度は血




astemizole および desmethylastemizole の合算の総濃度を比較すると、コモン
マーモセット (92 ng/mL)とヒト (8.2 ng/mL 以下)では依然として 10 倍以上の
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乖離が認められたことから、やはり astemizole による QTc 延長に関して、コモ
ンマーモセットとヒトとでは種差があると考えられた。ビーグルイヌあるいは




desmethylastemizole 濃度は大きく異なったもの、 astemizole および
desmethylastemizole の合算値においては大きな乖離はなく、また合算値は小
さい順にビーグルイヌ、コモンマーモセット、カニクイサルであった。従って、
astemizole 投与後の QTc 延長に関して、コモンマーモセットはヒトより感受性
が劣る可能性があるものの、一般に非臨床評価に用いられるビーグルイヌおよ
びカニクイサルと同程度の感受性で評価が可能であることが示唆された。 
Table 10 Plasma concentration of astemizole and desmethylastemizole at QTc 
prolonged dose in human, common marmoset, monkey and dog. 
Species 
Unbound plasma concentration 
(ng/mL) 
Total plasma concentration 
(ng/mL) 
Ref 
A D A D A + D  
Human <0.0165 N.A. <0.5 7.7 <8.2 [4] [28] 
Common 
marmoset 
0.247 1.15 31 61 92 - 
Cynomolgus 
monkey 
N.A. N.A. 10 230 240 [27] 
Beagle dog N.A. N.A. 13 15 28 [26] 
A: astemizole, D: desmethylastemizole, Ref: Reference, N.A.: Not available due to a lack of 
protein binding ratio data 
 
コモンマーモセットにおいて認められた verapamil 投与後の QTc 延長は、ヒ
ト、カニクイサルおよびビーグルイヌにおいては報告されていない。しかしなが
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ら、本研究において、高用量の verapamil 投与後の血漿中非結合型 Cmax (45 
ng/mL = 99 nM)は hERG IC50 (250 nM)[12]付近にまで達していることから 
(Figure 11)、この血中曝露下で QTc 延長が認められたことに何ら疑問はない。
しかし、verapamil は hERG チャネル阻害能に加え、QTc 短縮に寄与すると考
えられている強い Cav1.2 阻害能も有していることから (Table 3)、両チャネル
が阻害された結果として、ヒトにおいては QTc や心室筋再分極時間にほとんど
影響しないと考えられている[36, 37]。コモンマーモセットで QTc 延長が認めら
れた原因として、体温低下による影響が挙げられる。体温低下と QTc 延長の関
連はヒトを含む複数の動物種において報告されており、ヒトにおいては深部体
温 33-34°C 程度の軽度な低体温下で顕著な QTc 延長が認められている[38, 39, 
40]。本研究においては verapamil 投与後、2°C を上回る体温低下が認められて
おり、またこの体温低下と QTc 延長が良く相関していたことから (Figure 12)、










ビーグルイヌやカニクイサルにおいては、ヒトと同様に verapamil による QTc





Figure 12  Relationship between QTc change and body temperature after 
verapamil administration. 
X axis shows body temperature and Y axis shows Δ values of QTc. QTc prolongation 
was well associated with decrease in body temperature. 
Terfenadine による QTc 延長に対して、コモンマーモセットとビーグルイヌ
で大きく感受性が異なることが示唆された。Table 8 に示す通り、ビーグルイヌ
においては非結合型 Cmax 6.52 ng/mL で QTc 延長が生じたと考えられたが、こ
れはヒトの QTc 延長時の非結合型血中曝露 (0.19 ng/mL)より 30 倍以上高く、
コモンマーモセットにおける曝露値 (0.05 ng/mL)と比較して 100 倍以上高い。
なお、Toyoshima らも、ビーグルイヌでは総濃度 Cmax 181 ng/mL まで QTc 延
長が認められないことを報告しており[26]、原因は不明であるが、複数の報告か
らビーグルイヌの低感受性が示唆されている。カニクイサルにおいては、
terfenadine の単独投与によっては低い経口吸収性のため QTc 延長が認められ
ていない[27]ものの、強い CYP3A4 阻害作用を持つケトコナゾールを併用する
ことで総濃度 Cmax が 26 ng/mL まで上昇し、QTc 延長が認められている[35]。
コモンマーモセットにおいては、Terfenadine 単独投与により、総濃度 Cmax 
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45 ng/mL から QTc 延長が認められていることから、カニクイサルの感受性は
コモンマーモセットと同程度であることが示唆された。従って、QTc 延長の感
受性と経口吸収性のヒト類似性の観点から、コモンマーモセットはビーグルイ
ヌやカニクイサルより terfenadine による QTc 延長作用の評価に適した動物種
であると考えられた。 







ヒトにおける PR 延長は Cav1.2 阻害能の強い flecainide および verapamil で
報告されており、コモンマーモセットにおいても同様に認められた。作用量にお
ける血漿中非結合型濃度をコモンマーモセットとヒトにおける報告とで比較す
ると、その差は 3 倍以内 (0.5 - 2.7 倍)であり、ヒトと同程度の曝露域において
PR 延長が検出されたと考えられた。本研究に用いたその他の化合物ではヒトに
おける PR 延長の報告がなく、またコモンマーモセットでも QTc 延長などが認
められる高い投与量においても PR 間隔に対する変化は認められなかった。ビ
ーグルイヌとの比較においても、PR 延長時の血中曝露に大きな乖離はなかった 




ヒトにおける QRS 延長は Nav1.5 阻害能の強い flecainide および quinidine
で報告されており、コモンマーモセットにおいても同様に認められた。作用量に
おける血漿中非結合型濃度をコモンマーモセットとヒトにおける報告とで比較
すると、その差は 3 倍以内 (0.4 - 2.7 倍)であり、同程度の曝露によって QRS 延
長が認められたと考えられた。また、本研究に用いたその他の化合物ではヒトで
の QRS 延長の報告が無く、またコモンマーモセットにおいても QTc 延長など
が認められる高い投与量においても QRS 幅に対する変化は認められなかった。
ビーグルイヌとの比較においても、QRS 延長時の血中曝露に大きな乖離はなか




に相関して認められた。特に QTc 延長については hERG 阻害と、PR 延長につ
いては Cav1.2 阻害と、また QRS 延長については Nav1.5 阻害との高い相関が
認められた。Redfern らは hERG 阻害と QTc 延長について定性的に相関がある
と報告しており、さらに hERG 阻害と TdP 発生の相関についてはより定量的
に、hERG IC50と有効血漿中非結合型濃度との乖離が 30 倍以下の化合物で TdP
リスクが高いとしている[4]。また近年の Systems Pharmacology 手法の発展に
伴い、hERG 阻害と QTc 延長の定量的な相関についても検討が進んでいる。
Sotalol、dofetilide および moxifloxacin を用いた検討では、化合物ごとに差が
認められたものの、ビーグルイヌにおいては 1-12%の hERG 電流阻害により
6 msec 以上の QTc 延長が、健常人においては 1-19%以上の hERG 電流阻害に
より 10 msec 以上の QTc 延長が生じることが報告されている[25]。本研究にお
いて、コモンマーモセットでも hERG 阻害と良く相関した QTc 延長が認められ
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たことは先の報告と一致する。また、媒体投与時の変動域を超える 11.0 msec 以
上の QTc 延長は、いずれの化合物においても血漿中非結合型薬物濃度/hERG 




Cav1.2 阻害と、QRS 延長は Nav1.5 阻害との相関が一般的に言われており、そ
の定量的な相関については、flecainide、quinidine および verapamil を用いて
検討されている。健常人では 5-7%の Nav1.5 阻害により 10%の QRS 延長が生
じ、12-22%の Cav1.2 への化合物の結合により 10%の PR 延長が生じることが
報告されている[30]。本研究において、コモンマーモセットでも PR 延長が
Cav1.2 阻害と良く相関し、また QRS 延長が Nav1.5 阻害と良く相関したこと
は、先の報告と一致する。本研究において、QRS 延長時あるいは PR 延長時の
Nav1.5 阻害あるいは Cav1.2 阻害の程度に言及することはできないが、本研究
において媒体投与時の変動域を超える変化 (4.5 msec 以上の PR 延長および

























すなわち sotalol、astemizole および terfenadine の QTc 延長作用、
flecainide の PR 延長・QRS 延長・QTc 延長作用、quinidine の QRS 延















延長については hERG 阻害と、PR 延長については Cav1.2 阻害と、QRS























的を十分に達成すると期待される。コモンマーモセットは通常 in vivo 心電図評
価に頻用されるビーグルイヌやカニクイサルと比較して非常に小型な動物種で
あることから、非常に少ない被験物質量でも in vivo 心電図評価が可能であり、
加えて心電図パラメータ変化の有無は媒体投与時のデータを用いた背景値を用
いて判断可能であることが示唆されたことから、コモンマーモセットを用いた
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